














Na+‐K+‐Cl−  co‐transporter‐1  (NKCC1).  These  CCCs  are  differentially  expressed  throughout  the 
course  of  development,  thereby  determining  the  excitatory‐to‐inhibitory  γ‐aminobutyric  acid 
(GABA)  switch.  GABAergic  excitation  (depolarisation)  is  important  in  controlling  the  healthy 
development of the nervous system; as the brain matures, GABAergic inhibition (hyperpolarisation) 
prevails.  This  developmental  switch  in  excitability  is  important,  as  uncontrolled  regulation  of 
neuronal excitability can have implications for health. Huntington’s disease (HD) is an example of 
a genetic disorder whereby  the  expression  levels of KCC2 are abnormal due  to mutant protein 
interactions.  Although  HD  is  primarily  considered  a  motor  disease,  many  other  clinical 






and HD  brain,  and  highlights  recent  advances  that  attest  to  KCC2  as  a  strong  research  and 
therapeutic target candidate. 




Huntington’s disease  (HD)  is an autosomal dominant disorder, caused by CAG  trinucleotide 




HD  is  predominantly  characterised  by  progressive  motor  incoordination;  patients  tend  to 
experience  involuntary muscle  contractions  and  fine motor  control  defects  [9,10]. HD  literature 
demonstrates  the  progressive  death  of  both  striatal  and  cortical  neurons  [11–14];  however,  γ‐
aminobutyric acid (GABA)‐ergic projecting neurons of the dorsal striatum are at the highest risk of 
destruction  [2]  (Figure 1C). Since  striatal neurons play an  important  role  in motor planning  and 
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voluntary movement, striatal damage may be responsible for the movement defects experienced [15]. 








Htt,  with  an  unusually  long  polyglutamine  sequence,  is  cut  into  smaller  fragments  that  will 
accumulate in neurons; given their toxic nature, cell damage occurs. (B) Huntington’s disease (HD) is 
an  autosomal  dominant  disorder;  individuals  homozygous  (HH)  or  heterozygous  (Hh)  for  the 
dominant allele will develop HD. In this example, we have an affected male (Hh) and an unaffected 
female (hh); therefore, the probability that their offspring will develop HD is 50% (2 in 4). (C) Neural 
cell  damage,  and  subsequent  neural  cell  death  in  the  basal  ganglia  contributes  to  the  observed 























disease  and  treatment of  these  coexisting disorders,  thereby  improving patient quality of  life.  In 
addition, aberrant synaptic signalling may represent a novel therapeutic target. 
GABA  signalling  is  crucial  in  both  motor  and  behavioural  control;  GABAergic 
neurotransmission  is altered  in HD  [2,29]. To better understand GABAergic activity, we need  to 







GABA  is  the main  inhibitory neurotransmitter  in  the brain  [35]. GABA binds GABA  type A 




Lombardi et al.  [41] suggest  that  implementation of physiological  levels of HCO3−‐conductivity to 
GABAA receptors enhances the [Cl−]i changes over an extensive range of [Cl−]I; however, this outcome 
strictly  depends  on  the  stability  of  the HCO3−  gradient  and  the  intracellular  pH.  For  in‐depth 
understanding on the relationship between distribution of HCO3− and GABA signalling, readers are 
referred to recent review on the subject [36,42–44]. Yet, the reversal potential (when net flow = 0) for 
GABA  (EGABA)  is primarily determined by  the  reversal potential  for Cl−; GABAergic  signalling  is 












Moreover,  the  extensively  studied  CCC  family  member,  NKCC1,  has  numerous  physiological 
obligations  [54–56]  that make  it a promising neurological drug  target, owing  to  its  importance  in 
GABAergic  signalling  [50].  Recently,  Chew  and  colleagues  [57]  determined  the  cryo‐electron 
microscopy  structure of NKCC1  from Danio  rerio. This  extensive  study  revealed  the mechanisms 
involved in NKCC1 molecular transportation and communication and further provided insights into 
ion  selectivity  as well  as  coupling  and  translocation;  a  clearer  framework  for understanding  the 
physiological functions of NKCC1 in relation to human diseases was also established [57]. Besides, 
modulation of NKCC1 activity alongside that of KCC2 has been implicated in the development and 






encoding KCC2  is upregulated:  there  is a  resultant net decrease  in  [Cl−]i  [50]. The developmental 




the  polarity  of  the  neurons  [63]. Notably,  during  development,  [Cl−]i  increment  is  prominent  in 





and members  of  the with‐no‐lysine  kinase  (WNKs)  family  as well  as  their  downstream  targets; 
STE20/SPS1‐related proline/alanine rich kinase (SPAK) and oxidative stress response kinase (OSR1) 
are  the most prominent kinases  that  regulate  this process  [52,64–67]. Consequently,  impaired  ion 
homeostasis resulting from mutation in the physiological function of some of this transporter pair 
and/or  their  upstream  regulators  may  be  detrimental  and  subsequently  result  in  diminished 




developmental  expression  of  KCC2  and NKCC1  in  the  brain  (neocortical  neurons)  of  rats.  The 
differential expression of these channels regulates intracellular Cl‐ concentration ([Cl−]i) and therefore 
determines the activity of γ‐aminobutyric acid (GABA). Na+–K+–Cl− cotransporter 1 (NKCC1) pumps 
Cl‐  into  neurons;  its  expression  is  high  in  the  early  postnatal  period,  decreasing  as maturation 
proceeds. The expression pattern  for K+–2Cl− cotransporter 2  (KCC2),  responsible  for Cl− efflux,  is 
directly opposite.  In  the  embryonic and  early postnatal periods,  [Cl−]i  is high, and  so GABAergic 
signalling  is  excitatory  (depolarising);  as  maturation  occurs,  [Cl−]i  decreases,  initiating  the 





depolarisation  events  contribute  to  the  onset  of  neurological  disease  [35,46].  Decreased  KCC2 
expression  coupled with  increased NKCC1  expression  and/or  activity  has  been  documented  in 
several pathologies [63,68,69,71], including HD [58–60]. In HD, HTT is mutated (mHTT) and acts to 




investigate  the  possible mechanisms  by which KCC2  expression  and  function  is  altered  in HD. 
Although  HD  is  primarily  characterised  by  uncoordinated motor  activity  [9,10],  patients  have 








The  WNK‐SPAK/OSR1  phosphorylate  threonine  residues  906  and  1007  (T906/T1007)  and 
subsequently  downregulate  KCC2 mRNA  gene  expression;  thus,  a  decline  in  its  physiological 
function is observed [73,74]. The phosphorylation of these residues is highest in the early postnatal 
period, with  a  gradual  decrease  throughout  development  [73,74]; WNK1  activity  is  at  its most 





Moore  et  al.  [76]  demonstrated  that  preventing KCC2‐T906/T1007  phosphorylation  in  vivo 
(assessed in knock‐in mice), via threonine to alanine mutation, accelerates the onset of KCC2 function 
in the postnatal period. In the study, EGABA values were found to be hyperpolarised across neuronal 
development  (patch‐clamp  experiment;  cultured  hippocampal  knock‐in mouse  neurons),  i.e.,  in 
preventing the phosphorylation of KCC2‐T906/T1007, postnatal GABAergic depolarisation activity 
was  largely abolished,  thus  suggesting  that  the developmental onset of hyperpolarising  synaptic 
inhibition is dependent on regulated KCC2 phosphorylation [76], and this is further supported by 
other  studies  [73,74]. Therefore, potentiating KCC2  function  to  rescue delayed EGABA  shift during 
development may improve cognitive defects [76]. Serine 940 (S940) is another key phosphorylation 
site  in  the regulation of KCC2 activity, phosphorylation of S940  is controlled by protein kinase C 
(PKC)  [77,78].  S940  phosphorylation  leads  to  decreased  KCC2  internalisation  and  subsequent 
increased Cl‐ extrusion [61], thereby increasing KCC2 function [61,77]. In this regard, Moore et al. [76] 
further  suggest  that  S940  can  be  experimentally  mutated  to  alanine  (S940A)  to  prevent  its 
phosphorylation  to  facilitate  [Cl‐] increment. Briefly,  they demonstrated  that developmental EGABA 
shift  is delayed  in  S940A neurons  compared  to wildtype  (WT)  controls,  thereby  suggesting  that 










activity. However,  the  implication of  the  interaction between KCC2 and CKB  in  relation  to  their 
physiological functions and how intracellular ATP concentrations might contribute to KCC2 function 
is still elusive [80]. More  importantly, however, the fact that WNK‐SPAK/OSR1 kinase complex  is 
known  to phosphorylate and  inhibit KCC2 or stimulate NKCC1  [52,64–67]  is already established. 
Thus, molecular  compounds  that  can  block WNK‐SPAK/OSR1  signalling  pathway will  result  in 
activating KCC2 and inhibiting NKCC1 activities. The manipulation of the interaction between CKB 
and KCC2 activities could be a substitute mechanism to achieve KCC2 activation [80,82]. In fact, the 
interaction between CKB and KCC2 expression/activity has been  implicated  in  the modulation of 




resulting  from  inhibited phosphorylation of  the WNK‐SPAK/OSR1  signalling pathway may be  a 
hypothesis  worthy  of  intensive  investigations  (Figure  3).  Hence,  it  is  worthwhile  to  further 
investigate  the  interaction  of KCC2  and CKB  and  how  the  interaction  can modulate  the WNK‐
SPAK/OSR1 signalling cascades in neurological diseases including HD. 
 




([Cl−]i)  levels  are  elevated  due  to  increased  NKCC1  activity,  and/or  decreased  KCC2  activity, 
promoting GABAAR‐mediated membrane depolarization and excitation. In healthy mature neurons, 
[Cl−]i  is  low  due  to  the  opposite  activity  profile  of  the  CCCs,  promoting  GABAAR‐mediated 
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hyperpolarization, which is critical for the proper balance of excitation–inhibition in neuronal circuits. 
WNK‐SPAK/OSR1  inhibition, via  the coincident effects of NKCC1  inhibition and KCC2 activation 
(the main Cl−  extrusion mechanism  in  neurons), might  be  a  potent way  of  facilitating  neuronal 
Cl‐  extrusion  to  restore  ionic  inhibition  in  diseases  that  are  characterized  by  disordered  Cl− 
homeostasis and GABA disinhibition. ZT‐1a, a novel molecular compound, can specifically  inhibit 









this,  it  should  be  established  if  phosphorylation  status  changes  as  HD  progresses.  If  the 
phosphorylation  of  key KCC2  sites does  not  occur  as  normal  in HD  gene  carriers  and patients, 
investigating  how  this  affects  the development  hyperpolarising  shift  in EGABA  is  of  concern;  this 
research may provide an explanation for the behavioural and cognitive manifestations observed in 
HD patients. Investigation into the phosphorylation of KCC2 and the EGABA is of increasing interest, 




disorders  including HD  [2,59,72].  KCC2  is  a  key moderator  of  inhibitory GABAergic  inputs  in 
normal/healthy adult neurons, as  its Cl− extruding activity  facilitates  the hyperpolarizing reversal 
potential  for  GABAAR  Cl‐  currents  and  its  disruption  promotes  HD‐associated  symptoms 
[2,29,59,76,87]. Certainly, KCC2 interacts with HTT and is downregulated in HD, which contributed 
to GABAergic excitation and memory deficits in the R6/2 mouse HD model [2,59]. Recently, Dargaei 
et  al.  [59] demonstrated  that  aberrant CCC  expression  causes  a  shift  in  the  reversal potential  of 
GABAAR‐mediated  Cl−  currents,  resulting  in  excitatory  GABAAR  signalling.  In  the  study,  HD 
transgenic  mice  (R6/2)  have  decreased  KCC2  and  increased  NKCC1  activity  replicating  CCC 
expression observed in the brains of HD patients [59]. Particularly, decreased expression of KCC2 
mRNA protein was more prominent  in  the  cortical  and  striatal  regions  coupled with  significant 








Several theories exist as to why KCC2 expression  is reduced  in  the brain of HD patients and 




that  selectively  target  synaptic  or  extrasynaptic GABAA  receptors  (diazepam  or  gaboxadol)  and 




and R6/2 using  immunofluorescence and proximity  ligation assays  [85].  In conclusion,  the results 
from  that study suggested  that reduced CKB and KCC2  function occurred  in HD neurons, which 






to  that,  CKB  interacts,  phosphorylates,  and  activates  KCC2  expression/function  [80,82];  hence, 
diminished KCC2 function in HD is most likely to occur, which may subsequently reduce GABAA‐
mediated inhibitory function [2]. In view of the aforementioned, Dargaei and co‐workers [59] briefly 
hypothesised  that  the observed decrease  in  the hippocampal KCC2 expression of R6/2 mice may 
result  from  reduced  CKB‐mediated  phosphorylation  and  activation  of  KCC2.  Furthermore, 
decreased KCC2 expression and activity may be a result of the toxic effects of mHTT,  as the mutant 
protein may cause aberrant protein–protein interactions, forming protein aggregates as part of the 
disease  process  [59].  Consequently,  the  KCC2  protein  may  be  sequestered  into  these  mHTT 
aggregates, thereby reducing KCC2 functionality in the brain [59]. 
Both loss‐of‐function and gain‐of‐function mHTT effects exist, and loss‐of‐function effects may 
be  responsible  for  triggering  disease  pathogenesis  In  addition,  these  effects  may  produce  the 
neurological characteristics of HD [3]. Gain‐of‐function effects, on the other hand, may drive disease 
progression,  and  current  strategies  for  the  treatment  of  HD  often  include  HTT  expression 
knockdown; these techniques are not specific, and therefore both mutant and WT HTT expression is 
targeted  [3]. Since WT HTT has many  functional  roles  in  the CNS,  these approaches may  trigger 
unwanted outcomes such as those observed in HD; unfortunately, given HTT knockdown techniques 
may produce unwanted effects [3]. Hence, further research could aim to refine these techniques to be 
more directed, or probably  identify other  targets,  such as CKB  to  increase KCC2  expression and 
functionality  in  the HD brain. Further  investigations  should also seek  to  replicate  these  findings. 
Moreover, it would be interesting to determine if the loss‐of‐functions effects of mHTT act to trigger 
disease onset independent of CAG repeat length.  
Other mechanisms  involve WT HTT, which  has many  functional  roles  [3,20,90,91]. HTT  is 
important  in  embryonic  development with  a  role  in  neurogenesis; HTT  knockout mice  display 
embryonic  lethality [92]. HTT  is also an  important protein for the control of vesicle  transport and 
gene transcription [3,20], as WT HTT interacts with transcription activators and repressors [90,91]. In 
HD, it is suggested that mHTT could cause abnormal interactions with transcriptional machinery, 
thereby  contributing  to  reduced  (or  aberrant)  KCC2  and GABAAR  subunit  expression  [2].  Two 
RE1/NRSE (repressor element 1/neuron restrictive silencer element) sites flank the transcription start 
site  of  the  KCC2  gene  [71].  WT  HTT  ensures  the  REST/NRSF  (RE1  silencing  transcription 
factor/neuron restrictive silencer  factor) complex  is maintained  in  the cytoplasm;  in  this state,  the 
complex is unable to bind RE1/NRSE, permitting gene transcription [91]. mHTT, however, inhibits 
the  transcription  of  genes  containing NRSF,  reducing KCC2  expression  [91]  (also  see  Figure  3). 
Investigations  into  the  significance of REST and RE1 have yielded  results which may  inform  the 
development of novel  therapeutics  [71]. For example, REST‐dual RE1  interaction may represent a 
novel mechanism  for  the upregulation of KCC2,  thereby promoting  the GABAergic  switch  from 
excitatory to inhibitory action [71]. This study also revealed how REST inhibition may accelerate the 
developmental Cl− shift, while REST overexpression slows the hyperpolarising EGABA shift [71]. This 




gene  [93,94]. For example,  the  transcription  factor, early growth  response 4  (Egr4),  is enriched  in 









injected)  rats.  Furthermore,  BDNF  have  been  suggested  as  a  strong  candidate  responsible  for 
downregulation  of KCC2  expression  in  hippocampal  cells  [97,98].  Interestingly,  both BDNF  and 
inhibition of KCC2 produce similar effects in inverting inhibitory GABA synaptic currents in neurons 
cells,  thereby  instigating  the cellular mechanisms  for  impaired GABA  inhibitory  function  [96,99]. 
Previous studies that provide more direct supporting evidence for BDNF ability to decrease KCC2 









altered  communication  between  mHTT  and  HTT  interactors  promotes  aberrant  synaptic 




the pathogenesis  of HD  [2,58–60].  In  a  recent mice  and  human  study, Hsu  and  co‐workers  [58] 
demonstrated  that NKCC1 mRNA  expression  increased  in  the  striatum  of  R6/2  and Hdh150Q/7Q 
transgenic HD mice and caudate nucleus of HD patients. Furthermore, inhibition of NKCC1 with 
bumetanide and adeno‐associated viral vectors  (AAVs)  salvaged  the motor deficits of R6/2 mice, 
thereby  suggesting  NKCC1  as  possible  therapeutic  target  for  the  potential  salvage  of  motor 
dysfunction in patients with HD [58]. Indeed, increases in NKCC1 expression are seen to accompany 
reductions in KCC2 expression; this phenomenon is thought to be as a result of KCC2 reversion to its 






expression;  hence,  reduced KCC2  expression  and  functionality,  coupled with  increased NKCC1 
activity,  leads  to  the disruption of  [Cl−]i  followed by  the  reversal of EGABA  [59].  Indeed, excitatory 
GABAergic signalling promotes disease states, as is the case in HD [2,59,72]. Furthermore, the balance 
between GABAergic inhibition and excitation is important in processes such as circadian rhythmicity 
and sleep  [107];  this  is particularly pertinent  for HD patients. The mechanism behind how KCC2 





disorders  [25,60,72].  It  is difficult  to accurately measure circadian behaviour  (e.g., any changes  in 
rhythmicity)  in humans;  this  is  largely due  to  the  fact  the  environment  in which we  live varies 
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significantly and may act to disguise endogenous rhythms [109]. However, the sleep alterations seen 
in HD  seem  to  appear  in  the  premanifest  stage  and  become  increasingly worse  as  the  disease 
progresses  [17–21].  One  study,  for  example,  assessed  the  association  between  circadian  blood 
pressure  (BP) changes and sleep quality  in HD patients compared  to controls  (38 HD patients: 23 
premanifest; 15 early stage HD and 38 age‐ and sex‐matched controls); based on percentage change 
classification in day/night time BP, subjects with decrease relative to daytime BP (nocturnal dippers) 










For  example,  drugs with  activating  effects  (e.g.,  fluoxetine) may  cause  sleep  disturbances  [112]. 
Contrastingly, antidepressants with more sedative‐like properties (e.g., doxepin) will act to improve 
sleep  in  the short‐term but may cause  sleep architecture changes with prolonged  ingestion  [112]. 




compared  to HD  gene  carriers,    therefore  suggesting  that  sleep  quality  decreases with  disease 
progression [113]. Frequent nocturnal awakenings and delayed sleep onset in early‐stage HD patients 
have been reported by Goodman et al. [10], who used polysomnography (to assess sleep directly) 
and actigraphy  techniques. These methods are potentially  less  reliable,  since  they are dependent 
upon movement, and HD is predominantly a motor disease [10]. Even though the polysomnography 













significant  correlation between CAG  repeat  length  and  sleep disturbances. This  is  an  interesting 
point, since severity of disease is normally defined by the length of CAG repeats [2]. Future research 
should investigate whether an association does in fact exist. A study in HD sheep supports the notion 












deficits  patients  also  report.  However,  selecting  the  most  appropriate  animal  model  for  the 
investigation of human pathologies is imperative. R6/2 mice are the best characterised rodent model; 









Co‐existing morbidities  in HD populations often  cause  serious distress  to patients and  their 
relatives  [121].  Studies  have  found  that  poor  sleep  quality  is  associated  with  irritability  and 
depression,  independent  of  each  other  [114,122];  this  is  true  of  HD  patients  also  [10,113].  As 
discussed,  sleep  quality  is  thought  to worsen  throughout  the  progression  of HD  [113],  possibly 
exacerbating other clinical manifestations such as cognitive decline [123] and learning and memory 
abilities  [114,122]. Promisingly, mouse studies have shown  that cognitive deficits can be  restored 
through  the pharmacological manipulation of  sleep;  such  intervention may  act  to  improve  sleep 
quality and wakefulness, thereby improving cognition [124]. Although a cure for HD does not exist, 
the  neuropsychiatric  symptoms  that  present  alongside  the  disease  are  largely  treatable  [121]. 
Anderson  et al.  [121],  advise  the use of  randomised  control  trials  to  establish  the best  treatment 







to  shortages  in  tissue  availability  from  this  region, but  is  also  as  a  result of differing definitions 
regarding  the  boundaries  of  the  hypothalamus  and  its  nuclei  [20].  Despite  this,  hypothalamic 





carriers and  symptomatic patients. This hypothalamic dysfunction has been  implicated  in poorer 
sleep quality of HD patients [25], and may also cause autonomic dysfunction [20,25,129]. 
It  is  thought  that HD hypothalamic  changes occur  independently of  striatal alterations;  this 
could therefore explain differences  in  the severity and extent of the comorbidities observed  [126]. 
Furthermore, since HD diagnosis is centred around  the presence of motor abnormalities, research 
largely focusses on explaining the underlying mechanisms for these changes; investigation of other 
clinical  manifestations,  which  are  now  thought  to  present  prior  to  motor  impairment,  is  less 
extensive. The recognition and investigation of HD hypothalamic changes are of critical importance 
for the study of sleep disorders in HD patients. This is because the suprachiasmatic nucleus (SCN), 









understanding  these mechanisms  [120]. GABAergic  signalling,  as well  as KCC2  expression  and 


















CNS  [62], which  is  essential  in determining  the polarity of neurons  [63]  (also  refer  to Figure  2). 








to GABA,  became  excitatory  upon ML077  incubation  [133]. A  second  supporting  study  used  a 
different KCC2 antagonist (VU0240551) to show the involvement of KCC2 in controlling the [Cl−]i of 
SCN neurons  [143]. Conversely,  the application of  the NKCC1 blocker, bumetanide, has directly 



















HD patient populations  [121] validate why  this  is  a  clinically  relevant  field of  investigation;  the 






whether  the  switch  between  GABAergic  inhibition  and  excitation  occurs  from  day  to  night  as 






depolarizing  GABA  activity  in  neurons,  representing  a  promising  therapeutic  drug  target  for 
GABAergic inhibition.  
Researchers have made great effects in elaborating inhibitors against WNKs or SPAK/OSR1 to 








directly  inhibiting  SPAK  kinase  activity  and  SPAK‐mediated phospho‐activation  of NKCC1  and 
phospho‐inactivation  of KCCs  in  ischemic  brains  [86]. Thus,  it  is promising  because ZT‐1a may 
interfere with the SPAK regulation of GABA signalling via NKCC1 and KCC2 through controlling 
[Cl‐]i  in  neurons  (Figure  3). We  propose  that  future  research  should  examine  whether  KCC2 
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